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@f Proc6de d'immobilisation d'un fragment d'acide nuddlque par fixation passive sur un support sollde, 
support solide ainsi obtenu et son utilisation. 



Precede ^immobilisation par fixation passive, sur un support solide, d'un fragment d'acide nucieique 
comportant moins de 100 nucleotides, dans lequel on depose sur ledit support ledit fragment sous la 
forme d'un d6riv6 resultant du couplage covalent dud it fragment avec un ligand ayant une masse 
mol6culaire inferieure a 5000 et comprenant au moins un groupement fonctionnel polaire, ledit d6riv6 
n'6tant pas susceptible de r6agir sur ledit support avec formation d'une liaison covalente dans les 
conditions dudit d6p6t, etant entendu que lorsque ledit ligand est un nucleotide ou oligonucleotide, il 
comprend au moins un nucleotide modifie de faoon a introduire ledit groupement fonctionnel polaire, 
et support solide ainsi obtenu. 

Ce support peut dtre utilise notamment comme sonde de capture pour la detection d'une cible 
nucieotidique. 
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La presents invention a pour objet un proc6d6 d'immobilisation d'un fragment d'acide nuc!6ique sur un sup- 
port solide, le support solide ainsi obtenu et son utilisation notamment dans les m&hodes de detection de se- 
quences cibles comportant un s6qu nee compl6mentaire de la sequence immobilise . 

On sait qu Tune des propri6t6s des acides nucl6iques est la possibility d'interagir avec une s6qu nee 

5 compl6mentaire par I'interm6diaire de liaisons hydrogen es et de former un hybrids selon les lois d'appariement 
connues, e'est-a-dire A-T, G-C pour I'ADN et A-U f G-C pour TARN. 

Sur la base des propri6t6s des acides nucteiques, des techniques ont ete developp6es permettant de met- 
tre en evidence etde quantifier, dans un 6chantillon a analyser, un acide nucieique appeie cible. Ces techniques 
peuvent etre divis6es en deux grands groupes : ies techniques dites de detection directs telles que celles de- 

10 veloppees par SOUTHERN. E. M. (J. Moi. Biol., 98, 503, (1 975)) et la technique dite "Dot-blot* (MANIATIS et 
al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, (1982)) pour la detection d'ADN, selon lesquelles I'ADN cible est 
depose sur un film de nitrocellulose, de nylon ou un melange de nitrocellulose et de nylon et on utilise pour la 
detection une sequence nucieique determines, appeiee sonde de detection, marquee par tout marqueur connu 
tel que marqueur enzymatique, chimique ou radioactif. Ainsi, lorsqu'il y a compiementarite entre la sequence 

15 nucieique de la cible et la sequence nucieique de la sonde de detection, il se forme un hybride stable et apres 
une etape de lavage pour eiiminer la sonde de detection non appariee, on peut quantifier la cible dans l'6chan- 
tillon. Une autre technique de detection directe est la technique dite "NORTHERN" identique dans la pratique 
a la technique dite "SOUTHERN" mais utilises pour mettre en evidence et quantifier I'acide ribonucieique. Une 
modification a ces techniques sont ies techniques dites indirectes telles que la technique sandwich ou "Reverse 

20 Dot". Selon cette technique, on utilise une premiere sonde nucieotidique, appeiee sonde de capture, fix6e sur 
un support solide qui sert a capter le gene ou fragment de gene a detector dans l'6chantillon. La cible peut 
avoir ete marquee au pr6alable (le plus souvent par un haptene ou par une modification chimique). Dans ce 
cas on effectuera une detection appropriee. Si la cible n'est pas marquee, on peut alors ajouter une deuxieme 
sonde dite sonde de detection, compiementaire d'une autre region de la cible, qui permet la detection par I'in- 

25 termediaire d'un marqueur tel qu'un marqueur radioactif, enzymatique ou chimique (voir par exemple DUNN 
A.R. et HASSEL J.A, Cell, 12,23 (1977); RANKI M. etal., Gene, 21,77(1983) ; PALVAA. etal., FEMS Microbiol. 
Lett. 23,83 (1984) ; POLSKY-CYNKI R. et al., Clin. Chem., 31,1438 (1985)). 

Toutes ces techniques necessitent rimmobilisation d'un fragment d'acide nucieique sur un support solide. 
La methode la plus communement utilises pour Her un fragment d'acide nucieique a un support est de I'attacher 

30 par diverses interactions non covalentes. Les desavantages de cette methode resident dans le fait qu'une par- 
tie de I'acide nucieique est immobilisee directement sur le support et que seule une petite partie du fragment 
d'acide nucieique reste disponible pour ('hybridation. Ces desavantages sont amplifies lorsqu'on utilise des 
fragments d'acide nucieique relativement courts, par exemple inferieurs a 100 nucleotides. Ce probieme se 
pose notamment lorsque Ton veut detector des mutations g6n6tiques et des polymorph ismes. Pour cela, on 

35 util ise des sondes nucieiques de synthase comprenant environ 1 5 a 20 nucleotides qui s'hybrideront aux cibles 
a detecter seulement s'il y a une compiementarite parfaite. Dans la plupart des cas, le mesappariement d'une 
simple paire de base est suff isant pour empScher la formation d'un complexe sonde-cible stable, dans des 
conditions prealablement choisies. 

Des solutions ont ete proposees pour pallier ces inconvenients, parmi lesquelles celle notamment pr6co- 

40 nisee par SAIKI R.K. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, vol. 86, pp. 6230-6234, aoOt 1989, qui consists a coupler 
a I'extremite 3' d'un oligonucleotide ou sonde une queue poly(dT) de 400 bases et a immobiliser ('oligonucleo- 
tide par rintermediaire de cette queue poly(dT) sur un f iltre de nylon par exposition a des rayons ultraviolets, 
de facon a coupler par covalence les bases thymines aux amines primaires presentes dans le nylon. 

Cependant, cette solution n'est pas entidrement satisfaisante parce qu'elle presente des probiemes de 

45 specif icite. En effet, les bases thymines del 'oligonucleotide peuvent 6galementr6agir, sous rayonnement U.V., 
avec le support, ce qui implique une diminution de I'eff icacite d'hybridation. Ce probieme est partiellement re- 
solu, comme deerit dans la publication, par I'utilisation d'une queue tres longue (400 bases) mais alors, la son- 
de, en masse , devient tres inferieure a la queue, ce qui diminue d'autant le taux de greffage en moles/g de 
papier. De plus, la fabrication d'une sonde avec une queue d'aussi grande taille pose des probiemes d'indus- 

so trialisation. 

Une autre solution pr6conis6e est celle decrite dans la demands de brevet WO 88/01302 qui consiste a 
coupler a i'extremite terminale d'un oligonucleotide un ligand, tel qu'un aminoalkyle, et a attacher I'extremite 
libre de ce ligand sur un support solide, tel que polystyrene ou analogues, par formation d'une liaison covalente. 
Bien que cette meth de permette d'assurer un fixation stable de ['oligonucleotide, elle n'en dem ure pas 
55 moins difficile a mettre en oeuvre techniquementcar ette necessite un etape d'activation du support pour cr6er 
a la surface d celui-ci une fonction reactive determinee capable de former une liaison covalente avec la fonc- 
tion reactiv portee a I'extremite du ligand. 

On a maintenant trouve un nouveau proc6d6 qui pallie les inconvenients ci-dessus mentionnes, de mis 
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n oeuvre simpl t qui assure un excell nte reproductibilite. 

La presents inv ntion a p ur objet un precede d'immobilisation par fixation passive, sur un support solide, 
d'un fragment d'acide nucieique comportant moins de 100 nucleotides (notamment moins d 50 nucleotides 

t en particulier moins d 30 nucleotides), dans tequel on depose sur (edit support ledit fragment s us la forme 
d'un derive resultant du couplage covalent dudit fragment avec un ligand ayant une masse moieculaire infe- 
rieure & 5000 et comprenant au moins un groupement fonctionnel polaire, ledit derive n'etant pas susceptible 
de reagir sur ledit support avec formation d'une liaison covalente dans les conditions dudit d£pflt, etant entendu 
que lorsque ledit ligand est un nucleotide ou oligonucleotide, il comprend au moins un nucleotide modifie de 
fagon a introduire ledit groupement fonctionnel polaire. 

On entend par "fixation de fagon passive" une fixation due a des forces autres que des forces de liaison 
covalente. 

Dans des modes de realisation particuliers, le proc6d6 de ('invention peut encore presenter les caracte- 
ristiques suivantes, prises isoiement ou, le cas echeant, en combinaison : 

- ledit groupement fonctionnel est choisi parmi les groupements amine, hydrazino, hydrazono, imino, azi- 
do, triazeno, triazano, amide eventuellement substitue, semicarbazono, carbamoyle, cyano, carboxy, hy- 
droxy, alkylthio , arylthio , sulfamoyfe, thiophosphate ; 

- ledit groupement fonctionnel polaire est choisi parmi les groupements amine (primaire.secondaire ou ter- 
tiaire), hydroxy, alkylthio et arytthio ; 

- ledit groupement amine est choisi parmi les groupements amino,amino mono ou disubstttu6(le ou les 
substituants etant choisis parmi les groupements aJkyte ou aryle eventuellement substitues), amidino, gua- 
nidino, triazinyte, indolyle et imidazolyle ; 

- ledit ligand comprend au moins un groupement hydrophobe ; ledit groupement hydrophobe est choisi no- 
tamment parmi les groupements hydrocarbones eventuellement insatures ayant de 2 a 30 atomes de car- 
bone ; le ou les groupements hydrocarbones peuvent etre choisis notamment parmi les groupements alky- 
le, alkyiene, alcenyie et alc6nyiene, les groupements aryle et aryiene et les groupements alkyle, alkyiene, 
alcenyie ou alcenyiene eventuellement interrompus ou substitues par au moins un groupement aryiene 
ou aryle ; le ou les groupements hydrophobes peuvent etre substitues par ledit ou lesdits groupements 
fonctionnels polaires ; 

- le ligand est de preference lie a un nucleotide terminal de la sequence immobilisee, en particulier a I'ex- 
tremite 3' et 5' de ladite sequence, ou encore lie a la base (thymine, cytosine, etc..) dudit nucleotide ter- 
minal ; le ligand peur egalement etre lie a une base d'un nucleotide non terminal , ou au phosphore d'une 
liaison intranucteotidique ; 

- ledit ligand comprend un groupement choisi parmi : 

- les groupements de formule (I) : 



-p-p-z-o-p-pz 

n 



A ( i ) 



dans laquelle n est zero ou un nombre entier de 1 a 30, les groupements Z sont choisis parmi les groupe- 
ments alkyiene ou alcenyiene ayant 2 a 30 atomes de carbone, Z' est un groupement alkyle ou alcenyie 
ayant 2 a 30 atomes de carbone, X et X' represented ind6pendamment -0~M + , -S~M* ou un groupement 
alkyle, alcoxy, aryloxy, aminoalkyle ou aminoalcoxy, M* etant un cation alcalin ou NH 4 + , etant entendu que 
I'un au moins des groupements Z et/ou Z' est substitue par un groupement fonctionnel polaire ou par un 
groupement portant un groupement fonctionnel polaire : 
- les groupements de formule (II) : 
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dans laquelte n, 2 et Z' sont dtf inis comme precedemment, 
10 - et les groupements de fbrmule (lit) : 

-L (III) 

dans laquelte L, est un reste peptidyle (dont la valence libra est lite par exemple a I'extrtmitt N-terminale 
ou C-terminale), I edit reste peptidyle comprenant au moins un motif derive d'un acide amine comportant 
une chaTne laterale substitute par un groupement fonctionnel polaire ; 
15 - ledit ligand repond a la fbrmule (I), n 6tant ztro ou un nombre entier de 1 a 10, Z est un alkylene ayant 
de 2 a 12 atomes de carbone, et Z' est un alkyle ayant de 2 a 12 atomes de carbone, Tun au moins des 
groupements Z et Z' etant substitue par au moins un groupement amine t hydroxy ou hydrazino ; en parti- 
culier, n = O et X represents O'Ut ; 

- ledit ligand rtpond a la formule (II) avec n = O, et Z' represents un groupement alkyle ayant 3 a 12 atomes 
20 de carbone, substitue par au moins un groupement amine ; ledit groupement alkyle est en outre substitue 

par au moins un groupement hydroxy ; 

- ledit ligand r6pond a la formule (II) avec n = 1, Z represente un alkylene ayant au moins 2 atomes de 
carbone et Z' represents un groupement alkyle substitue par au moins un groupement amine ; 

- ledit ligand repond a la formule (III), et ledit acide amint comportant une chaTne laterale substitute est 
25 choisi parmi la lysine, I'arginine, ('ornithine, la glutamine, I'asparagine, la serine, la threonine, la tyrosine, 

I'histidine et le tryptophane. 

Le compost de formule generale (III) est par exemple un peptide tel que represents respectivement par 
les sequences : 

- (KGS) m -KGG,m etant un nombre entier pouvant varier de 1 a 1 5 
30 - Kl E PLG VAPTKAKRRWQREKR 

Le terme "fragment d'acide nudtique" tel qu'utilise dans la presente invention, signifie un fragment d'ADN 
ou d'ARN natural ou un oligonucleotide nature! ou de synthase ou un fragment d'ADN ou d'ARN de synthase 
non modif ie ou comprenant une ou plusieurs bases modifiers telles que I'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, 
la dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou toute 
35 autre base modrf iee permettant I'hybridation, le fragment d'acide nucleique pouvant 6tre simple brin ou double 
brin. 

Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels peut dtre immobilise un 
fragment d'acide nucleique pour une utilisation dans des tests diagnostiques, en chromatographie d'af finite et 
dans des processus de separation. Des materiaux naturels, de synthase, modifies ou non chimiquement peu- 

40 vent ttre utilises comme support solide , notamment les polysaccharides tels que les materiaux de cellulose, 
par exemple du papier, des derives de cellulose tels que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose ; des poly- 
meres tels que polychlorure de vinyle, polyethylene, polystyrenes, polyacrylate ou copolymers tel que poly- 
mere de chlorure de vinyle et de propylene, polymere de chlorure de vinyle et acttate de vinyle ; copolymeres 
a base de styrenes ; des fibres naturelles telles que le coton et des fibres synthetiques telles que le nylon. 

45 De preference, le support solide utilise dans la presente invention est un polymere de polystyrene, un co- 
polymers butadienestyrene ou un copolymers butadiene-styrens en mslange avec un ou plusieurs polymeres 
ou copolymfcres choisis parmi le polystyrene, les copolymtres styrene-acrylonitrile ou styrtne- mtthacrylate 
de methyle, les polypropylenes, les polycarbonate ou analogues. Avantageusement, le support de la presente 
invention est un polystyrene ou un copolymers a base de styrene comprenant entre environ 1 0 et 90 % en poids 

so de motifs de styrene. 

Le support solide selon I'invention peut dtre, sans limitation, sous la forme d'une plaque de microtitration, 
d'une feuille, d'un cdne, d'un tube, d'un puits, de biiles ou analogue. 

Le terme "agent de cou plage", tel qu'utilise ici designe une molecule contenant au moins deux "extremites" 
ou groupements reactifs. L'agent de couplag peutttr h mobrf ncti nn I u heterobifonctionn I. 

55 L sligands utilises dans la presente inv ntion, et donnes ici a titr d'exemple, p uvent etre des composes 

disponibles dans I commerce ou des composes synthetases selon des methodes connues n soi. 

L'inv ntionaegalem ntp ur bj tun support sur I qu I est immobilist par fixation passiv un fragment 
d'acid nucleique (tel qu dsfini prscsdemment), ce support etant caracterise par I fait qu'il peut fitre obtenu 
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selon le proc6d6 d6crit ci-dessus. Un tet support peut fibre utilise notamment dans diverses techniques telles 
qu celles des t sts de diagnostic et celles de la chromatographie d'af finite. L'invention concern 6galement 
Putilisati n d'un tel support dans un proc6d6 d detection ou de purificati n, selon I s t chniques connues, 
d'une cible nucl6otidiqu c nten ant une s6quence complementaire de celle du fragment d'acid nucl6iqu im- 
mobilise : en particulier, ce fragment immobilise peut etre employG comme sonde de capture. 
Les exemples suivants illustrent l'invention sans toutefois la limiter. 

Exemple 1 : ligands phosphoramidites : 

Les composes disponibles dans le commerce utflis6s dans la prSsente invention sont listes dans le tableau 
1 ci-apr6s 



TABLEAU 1 



VP 



Formule 



Fbumisseur 



rcf 



o 




\ 



N(isoPr), 



5 



Applied Biosystems 400808 




N (isoPr), 



Clontech Lab Inc 



5206-1 
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MMTrNH(CH, 



O-CCHJg-CN 



N (isoPr), 



GlenResearch 10-1903 



(Ph),-CS-(CHs),OP 



/ 
\ 



0(CHj),CN 



N(ieoPr) 2 



Clontech Lab Inc S21 1-1 



DMTrO-tCHJj-SO-tCHaJjOP 



OfCH^CN 



9a 



N(isoPr), 



ClontechLablnc. 5210-1 



Fmoc^NH-CHjCH-CHj-O-DMTr 



OP 



0<CH,) 2 -CN 



10 



N(isoPr) 2 



Clontech Lab Inc. 5203-3 



o 

II 

.flHOCF, 



DMTI&— i 



OP 



/ 
\ 



0<CH 2 ),-CN 



N(isoPr), 



GlenResearch 101039 



11 
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O 

II 



NH-fCH^NHC^CH^NH 




JcF, 



OP 



12 



o(Chy 2 -CN 



N(isoPr) 2 



Cytolab 2599-01 



13 



CPG-LCAAOCHa-CH-CHjODMTr 



CH-NH^moc 



ClontechLablnc 5221-1 



DMTr = diinethoxytrityle 

MMTr « raonomethoxytrityle 

Fmoc = f luorenyl-9-methoxycarbonyle 

CPG ~ billes de verre a porositS contrdlee 

LCAA = longue chaine alkyle amine (bras espaceur) 

D'autres ligands phosphoramidites prepares par la demanderesse sont respectivement synthetises selon 
les protocoles decrits ct-dessous : 

a) - Dans un ballon de 100 ml purge a I'argon sont melanges 2 g d'octanediol-1 ,8 (commercialise par ia 
societe ALDRICH 0-330-3), 0,084 g de dimethyl-4 aminopyridine, 1,9 ml de triethylamine dans 20 ml de 
pyridine anhydre. Puis 3 g de chlorure de dimethoxy-4,4' triphenylmethyle dans 15 ml de pyridine sont ad- 
ditionnes en 30 min. Apres 1 heure de reaction sous agitation, la reaction est bloquee par 10 ml de me- 
thanol. Apres extraction par un melange acetate d'ethyle, tampon phosphate de sodium 0,1 M a pH 7, la 
phase organique est sechee sur sulfate de sodium, puis purif tee sur colonne de silice par un melange de 
CH 2 Cl2/methanol/triethylamine selon les proportions suivantes : 98/1/1. 

Les fractions contenant un produit dont le facteur de retention (Rf) est egal a 0,47 sont melangees et 
concentrees sous vide. 0,7 g de ce produit seche sont mis en solution dans 4 ml de CH 3 CN anhydre avec 
4,7 ml de tetrazole a 0,5 M dans CH 3 CN. La solution est ajoutee goutte a goutte dans 0,5 g de cyanoethyl- 
2 N.N.N'.N'- tetraisopropylphosphoro-diamidite (commercialise par la societe ALDRICH sous la reference 
30-599-5) dans 6 ml de CH 3 CN. 

Apres 30 minutes de reaction, la phase organique est centrifuges. Le surnageant est purif ie par chroma- 
tographic sur couche mince sur colonne de silice en utilisant un melange A compose d'hexane/acetate d'ethy- 
le/triethylamine respectivement selon les proportions 60/35/5. Les solutions contenant le produit souhaite sont 
regroupees et concentrees. 

Le compose obtenu est le compose reference 1 represents par la formule generate IV ci-dessous dans 
laquelle DMTr represents le dimethoxytrityte. 



aCH^CN 
DMTr O (CH 2 ), O P^ 

N(isoPr) 2 ( IV ) 



Le deplacement chimique en RMN (resonance magnetique nucleaire) du 31 P du compose 1 est de 148,40 
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ppm et son facteur de retention (Rf) dans le melange A est de 0,77. Les defacements chimiques en RMN sont 

don n 6s par rapport a H 3 P0 4 a 85 %. 

b) - 210 mg de benzyloxy-2-Mian I (commercialism par la soci6t6 ALDRICH sous la reference 25286-7) 
anhydre dans 10 ml d tetrazole a 0,25 M dans CH 3 CN sont additi nn6s goutte a goutte dans 3 ml d 
CH 3 CN contenant 600 mg de cyano-2 N,N,N\N'-t6traisopropyl phosphorodiamidite. 
Apres 1 heure de reaction sous agitation, centrifugation pour eiiminer le pr6cipit6, la phase organique est 

concentree et purif i6e par chromatographie sur couche mince sur colonne de silice par un melange B hexa- 

ne/ac6tate d'6thyle/triethylamine respectivement selon les proportions 50/45/5. 

Le compose obtenu est le compose reference 2 represents par la formule generate V ci-dessous. 



15 



.(XCHJ.CN 
CH,0<CH,),OP^ 



Les caracteristiques du compose 2 sont les suivantes : 
RMN 31 P (ppm) = 148,57, Rf = 0,85 dans le melange B.Les depfacements chimiques en RMN sont donn6s par 
rapport a H 3 P0 4 a 85%. 

20 c) - On utilise un protooole identique a celui decrit pour la synthase du compose 2 en utilisant comme produit 
de depart du ph6nyl-6-hexanol-1 (commercialism par la societe ALDRICH sous la reference 33361-1). 
Apres 1 heure de reaction sous agitation, centrifugation pour eiiminer le pr6cipit6, la phase organique est 
concentree et purif iee par chromatographie sur couche mince sur colonne de silice en utilisant un melange C 
compost d'hexane/ac6tate d'ethyle/triethyiamine respectivement selon les proportions 70/25/5. 
25 Le compose obtenu est le compose reference 3 represents par ia formule g6n6rale VI ci-dessous : 



QtCH^CN 

so v — ^ N(isoPr) 2 

( VI ) 



Les caracteristiques du compose 3 sont les suivantes : 
RMN sip (ppm) = 148,40, Rf = 0,70 dans le melange C. 
35 d) - On utilise un protocole de synthase identique a celui d6crit pour le compose 2 en utilisant comme produit 
de depart l'hexanol-1 (commercialism par la societe ALDRICH sous la reference H 1330-3). La reaction 
n'est pas suivie par chromatographie sur couche mince, mais par RMN du 31 P. La reaction est stoppee 
apres disparition du bisphosphoramidite de depart (6 31 P = 128,18 ppm). Le compose obtenu est le compo- 
st reference 4 represents par la formule generate VII ci-dessous et est utilise brut apres filtration sur Millex 
40 (designation commerciale) 0,45 um. 



0(CH 2 )2CN 

(CHJ - (CHA - 0 - P ^ 
45 NOsoPr^ 

( vii ) 



Le d£placement chimique en RMN du 31 p est 6gal a 148,37 ppm. 

e) On utilise un protocole de synthase identique a celui decrit pour le compose 2 en utilisant comme produit 
so de depart le dimethylamino-3 propanol-1 (commercialise par la societe ALDRICH sous la reference 

D 14440-1). La reaction n'est pas suivie par chromatographie sur couche mince, mais par RMN du 31 p. La 
reaction est stoppee apres disparition du bisphosphoramidite de depart (6 31 P = 128,18 ppm). Le compose 
obtenu peut 6tre utilise brut apres filtration sur Millex (designation commerciale) 0,45 um. 

f) On utilise un protocol de synthase identique a celui decrit pour le compose 2 mais en utilisant comme 
55 produit d depart un N-methyl aminoalcooltelquele(m thylamino)-2ethanol(commercialis6 par la societe 

ALDRICH sous la refer nc 23966-6). 
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EXEMPLE 2 : Synthase d'un bras thiophosphat & I'extremite 5' d r ligonucie tide 

Une solution de 1 5,02 g d'hydroxy-3 proprionitrile (1 0 992-4 Aldrich) dans 40 ml de THF anhydre et 26 ml 
de N, N'- diisopropylethylamine (Aldrich D 12580-6) est refroidie a - 10° C. 10,10 g de dichloro(diisopropyla- 
5 mine)phosphine sont additionnes sous agitation en 30 min. Apres 20 min supptementaires de reaction, le chlor- 
hydrate est filtre sous atmosphere inerte. Le fiitrat dilue dans 1 litre d'acetate d'ethyte est extrait 3 fois avec 
150 ml de Tampon phosphate pH 7,00 puis seche sur Na 2 S0 4 . Apres concentration sous vide, le prod u it est 
purifie sursilice en presence de triethylamine. 

Le compose obtenu est le compose reference 9b represente par la formule VIII ci-dessous. 



Exemple 3 : Ligands peptidiques 

Les peptides sont synthetises sur une resine ph6nylacetamidomethyl (PAM) polystyrene/divinylbenzene 

20 (Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA) par la methode en phase solide de Merrif ield en utilisant un synthe- 
tiseur automatique Applied Biosystems 430A. Les acides amines sont couples sous forme d'anhydride syme- 
trique a I'exception de ia glutamine et de I'asparagine qui reagissent sous forme d'esters d'hydroxybenzotria- 
zole (HOBT). Les acides amines utilises proviennentde chez Novabiochem (LaQf lerlf ingen, Suisse) ou de chez 
BACH EM (Bubendorf Suisse). 

25 La synthase chimique des peptides a ete realisee en utilisant un protocole de double couplage avec la N- 
methyl-pyrrolidone (NMP) comme solvant Les peptides ont ete coupes de leur resine ainsi que les protections 
laterales de maniere simultanee a I'aide d'acide f luorhydrique (HF) dans un appareillage approprie (HF appareil 
de coupure de Type I, peptide Institute, Osaka, Japon). 

Pour 1 g de peptidylresine, 10 ml de HF, 1 ml d'anisole et 1 ml de dimethylsulfure (DMS) sont utilises et 

30 le melange est agite durant 45 minutes a - 2° C. Le HF est alors evapore sous vide. Apres des lavages intensifs 
a I'ether, le peptide est elue de la resine par de I'acide acetique 1 0 % puis de I'acide acetique concentre. Apres 
dilution par de I'eau le peptide est lyophflise. 

Les peptides sont purifies par chromatographie liquide haute performance preparative sur une colonne 
VYDAC de type C18 (250 x 21 mm) (The Separation Group, Hesperia, CA, U.S.A). L'elution est realisee par 

35 un gradient d'acetonitrile a un debit de 22 ml/min. Les fractions collectees sont controlees par une elution en 
condition isocratique sur une colonne VYDAC C1 8 analytique (250 x 4,6 mm) a un debit de 1 ml/min. Les frac- 
tions qui presentent le meme temps de retention sont reunies et lyophilisees. La fraction majoritaire est ensuite 
analysee par CLHP analytique avec le systeme decrit precedemmenL Le peptide qui est considere comme de 
purete acceptable se traduit par un pic unique representant 95 % minimum du chromatogramme.Les peptides 

40 purifies sont alors analyses dans le but de contrdler leur composition en acides amines. II sont tout d'abord 
hydrolyses dans de I'HCI 6N (Pierce) additionne de phenol (1% final) a 110° C durant 24 h sous vide dans une 
station d'hydrolyse Picotag (WATERS, Millipore Corporation, Mitford USA). L'analyse des acides amines est 
ensuite effectuee a I'aide d'un analyseur d'acides amines BECKMAN 6300. La mesure de la masse moleculaire 
chimique (moyenne) des peptides est obtenue en utilisant la spectrometrie de masse L.S.I. M.S. en mode d'ion 

45 positif sur un instrument a double focalisatbn VG. ZAB.ZSEQ relie a un systeme d'acquisition DEC- VAX 2000 
(VG analytical Ltd, Manchester, Angleterre). 
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TABLEAU 2 



5 



Peptide 


Sequence 


Masse 

theorique 


Masse 

reeUe 


Temps 
de retention (*) 


028K 


KGSKGSKGSKGSKGSKGSKGSK&5KGSKGG 


27 I 2.04 


2712,2 


7,68 mn 


K20R 


KIEPLGVAPTKAKRRWOREKR 


256 1. 1 


2560.7 


17,98 mn 



(*) conditions de CLHP (chromatographie liquide haute pression) sur 
10 une colonne VYDAC 218 TP 52 (25 cm x 2,1 mm) selon les conditions 

suivantes : 

debit = 0,25 ml/min, gradient de 0 — > a 100 % B' en 30 min avec 
is - Tampon A' = eau + 0,1% TFA (acide trifluoroacetique ) 

- Tampon B' = 80% CH 3 CN, 0,1% TFA 

Exemple 4 : couplage d'un ligand phosphoramidite. 

20 Le couplage d'un ligand phosphoramidite a un oligonucleotide est effectue selon le protocole general suh 
vant : 

Un oligonucleotide est synthetise sur un appareil automatique APPLIED 381 Ade la societe APPLIED 
BIOSYSTEMS en utilisant la chimie des phosphoramidites seion le protocole du constructeur. Le ligand phos- 
phoramidite dissout dans de Pacetonitrile anhydre a une concentration de 0,2 M, est place en position X du 

25 synthetiseur et I'addition du ligand se fait a I'extremite 5' de ('oligonucleotide selon le protocole standard de la 
synthese automatique lorsque la synthese de I'oligonucleotide est achevee.Dans le cas ou le ligand est porteur 
d'un groupement protecteur dimethoxytrityle, tel que pour les composes 1 et 9 a 12 decrits precedemment, il 
est necessaire d'effectuer une etape supplementaire de deprotection du groupement trityie par I'acide trichlo- 
roacetique en fin de synthese. Apres deprotection une nuit a 55°C dans NH 4 OH 33 %, precipitation dans de 

30 I'ethanol a -20°C, ('oligonucleotide est seche sous vide et repris dans 1 ml d'eau. 

Pour les composes references 6 et 7, une etape supplementaire de clivage du groupement monomethoxy- 
trityle est effectuee selon le protocole du fabricant (CLONTECH) apres deprotection. 

Pour les composes 11 et 12, le couplage est effectue selon le protocole general decrit ci-dessus jusqu'a 
la deprotection, mais le ligand est greffe sur la base terminate de I'extremite 5' de Coligonucieotide.il faut noter 

35 parailleurs que les ligands 1, 10, 11 et 12 peuvent s' addition ner sur eux-memes par I'intermediaire du grou- 
pement hydroxyle libera par detrityiation. 

Dans le cas du compose portant la reference 1 3, la synthese automatique demarre par la silice greffee par le 
ligand sur le protocole standard. Le couplage ligand et oligonucleotide s'effectue par I'extremite 3' de ce der- 
nier. 

40 II est dans les connaissances de Phomme de Tart de fabriquer le support silice avec les ligands convena- 
blement proteges pour la synthese automatique ou pouvant etre deproteges comme explique precedemment. 

Dans tous les cas, les oligonucleotides modifies a leurs extremites 5' ou 3' sont purifies par chromatogra- 
phie liquide haute pression en phase inverse sur une colonne Brownlee RP18 (10 mm - 25 cm), effectuant un 
gradient de 10 a 35 % de Tampon B" en 30 minutes puis de 35 a 100 % de Tampon B" en 3 minutes: Les ca- 

45 racteristiques des tarn pons A" et B" sont les suivantes : 

- Tampon A" = 0,1 M TEAA (triethylammoniumacetate), pH = 7,0 

- Tampon B" = 50 % A + 50 % CH 3 CN 

Exemple 5 : Couplage d'un ligand thbphosphate a un oligonucleotide 

Une solution 0,2 M du compose 9b dans CH 3 CN est additionnee, tel que precedemment decrit dans I'exem- 
ple 4, a rextremite 5' d'un oligonucleotide en supprimant I'etape d'oxydation par le melange l 2 , H 2 0, THF, py- 
ridine. La cassette comportant la silice greffee par ('oligonucleotide est mise en contact 1 heure avec une so- 
lution d soufre a 5 % dans un melange CS^Pyridin rasp ctivement selon les proportions 50/50. Apres rincage 
55 soign ux par I melange CS^pyridine, une deprotection est effectuee comme decrit precedemm nt. 

Le tab) au 3 ci-dessous illustre les produits obtenus apres couplage des composes 1 a 13 precedemment 
decrits sur un oligonucle tide quelconque tdeprotecti n,etd nne egalement a titre d reference un oligonu- 
cleotide nu. 
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TABLEAU 3 

par couplage avec X ligand X 

,* oligonucleotide • OH 



oligonucleotide - aPO*(CHa) a OH 

l 



u 

3 ' oligonucleotide • gpL (CH a ) a O CH g ^Q^ 



I 



oligonucleotide OPO (CH a ) 6 



I 



; oligonucleotide „' • OPO-(CH 2 ) 5 -CH» 

i 



o 

II 

oligonucleotide • OPO(CHj) e -NH 8 



O 

II 

oligonucleotide 9 ' • 0-PO(CH t )„ NH 8 
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O 

II 

lig nucle tid ,* • OPO-(CH 2 ),NH s 



3 f oligonucleotide • O-PO^CHJeS-CPh, 



II 

3 ' oligonucleotide s * • O-PO- 



9a 



a oligonucleotide ft * - OP- s- 



• oligonucleotide • O-POC^-CH 



CH.-NH, 



CH,OH 



9b 



10 



HD ■ 



^JT^^ NH1CHJ.NH, 



s'oligonucieotide O 



11 



) 
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NHiCH^NHC-JCH^-NHj 



10 



15 



20 



25 




^•oligonucleotide s ' 0 ^ 



HOCKt-CH-C^-O 3 ' oligonucleotide a ' * CH 

i 

Exemple 6 : couplage d'un ligand peptidique a un oligonucleotide 

Le couplage d'un peptide a un oligonucleotide peut etre effectue selon les methodes dites directes ou in- 
30 directes connues. Par methode directe, on entend le couplage par synthase automatique telle que decrite dans 
la publication de C. D. Juby, Tetrahedron Lett., 879 (1991) et la methode selon laquelle on synthetise un oli- 
gonucleotide ayant une fonction reactive a son extr6mit6 5' ou 3' ou sur une base. On fait subir a I'oligonucleo- 
tide une etape de deprotection et on le couple a un peptide, prepare au prealable, par formation d'une liaison 
covalente entre deux fonctions reactives compiementaires, Tune portee par ('oligonucleotide et I'autre par le 
35 peptide. Par exemple, on peut coupler des amines primaires avec un acide carboxylique active ou un aldehyde 
ou bien une fonction thiol avec un halogenoalkyle. Methode de couplage indlrecte signrf ie que Toligonucieotide 
et le peptide sont chacun porteurs d'une fonction reactive identique ou drf f6rente Tune de I'autre, ces 2 fonctions 
n'etant pas compiementaires. En consequence, il est n6cessaire d'utiliser un agent intermediaire de couplage 
qui peut Stre homobifonctionnel si les deux fonctions sont identiques ou heterobifonctionnel si les deux fonc- 
40 tions sont differentes. Parmi les agents de couplage homobifonctionnels, on peut citer le DITC (phenyiene- 
1,4-diisothiocyanate) lorsque les deux fonctions reactives sont des fonctions amines primaires, le DSS (disuc- 
cinimidylsuberate) ou analogues. Parmi les agents de couplage h6t6robifonctionnels, on peut citer le SMCC 
(succinimidyl-4-(N-mal6imidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate) lorsque les deux fonctions reactives presen- 
ted chacune independamment de I'autre une fonction amine primaire et une fonction thiol, le SMPB (succini- 
cs midyl-4-(p-mal6imido phenyl) butyrate ) ou analogues. 

Selon ('invention, on a realise le couplage d'un oligonucleotide et d'un peptide par technique in directe telle 
que decrite en detail ci-apr6s. Mais bien entendu, ceci n'est qu'une illustration non limitative d'un mode de rea- 
lisation particulier de I' invention. 

Aussi, selon ('invention, on arrive a synthetiser un oligonucleotide avec un ligand represents par le compo- 
so se 5, puis on procede a une etape de purification comme decrit dans I'exemple 4. Apres s6chage sous vide, 
('oligonucleotide (3.1CH moles) a ete repris dans 25 ui de Tampon borate de sodium 0,1 M pH 9,3. On a addi- 
tionne 500 u.l a 30 mg/ml de DITC (Fluka 78 480) dans le DMF. Le melange a ete agite 1 heure 30 min environ 
a 37°C avant addition de 3 ml d'H 2 0. 

Apres extraction de la s lution par le butanol (3x3 ml), la phase aqueuse restante (600 uJ) est sechee 
55 sous vid , puis repris par 1 ,5 1 0~ 7 moles d p ptides dans 300 uJ d tampon borate 0.1 M pH 9,3. Apres une 
nuit de reaction a 37°C sous agitation, le conjugue oligopeptide obt nu a ete purif ie sur colon ne Brownlee RP 
300 (4,6 x 100 mm) dans les conditions suivantes : 

On a utilise d ux tampons respectivement C = 0.1 M TEAA, pH 8,0 et D = 50 % C + 50 % CH 3 CN. On 
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a realis6 un gradient de 0 k 30 % de C en 30 min, puis de 30 a 100 % de C n 3 min. 

En utilisant les protocoles decrit precedemment, on a respectivement synthetise 3 oligonucleotides a, b et 
c et couples ou n nidiv rsligandsph sphoramidit s, thi phosphates u peptidiques. 

La sequence nucleotidiqu de r ligonucle tid a est la suivante : 5'-GCATTTAGAGCC-3\ 

^oligonucleotide b est represent* par la sequence : 
5'-TGCATTTAGAGCC-3'. 

[.'oligonucleotide c est caracterise par la sequence : 
5'-TCTACGCATTTCACCGCTACAC-3'. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 4 ci-apres : 



TART.F.AU 4 



5*- oligonucleotide - 3' 


X 
(tigand) 


OIIGO 


IHM^S L>ti KUltiWl low W 




— : 


a 


1 7 a 


XHXMTEftGaGOC 


5 


a - 5 


1 c n 

1 D|U 




6 


a -6 


OA Q 




8 


a-8 




TQCATITOGAGOC 


■ 


b 




X-llGCMTERGfiGOC 


1 


b-1 


24.3 


XX-TXAITI3O^30C 


1 


D- 1 2 


0£, 1 


XXX-IQCMTE?^GOC 


1 


b-1*3 


34,5 




2 


b-2 


23.3 


X-TOCATTTftGgflCX: 


3 


b-3 


35 T 0 


x- j rocamftGftGX 


4 


b-4 


26.2 




5 


b-5 


17.0 


x-TxgmTOGaog: 


6 


b-6 


32.3 


X-^KOTTISCfiGOC 


7 


b-7 


16.5 


x^rogmras^oc 


8 


b-8 


33.8 


X-TOCMTE^GfiQCE 


9a 


b-9a 


17.3 


X-TOGATn^GfiGOC __ 


9b 


b-9b 


16.4 


X-TGCMTraGftQOC 


10 


b-10 


17.2 


X-TQCMTlftGaGX 


1 1 


b-1 1 


17.3 


X-TQCMTTW3^3X 


12 


b-12 


18.2 


TGCaTTraGW30C-X 


13 


b-13 


17.0 






c 


17.5 


X-/1X7I3^GCATTTC3^^ 


1 


c-1 


24.3 


XXX-TCEADQCATTK^^ 


1 


c-1*3 


33.5 


X-TCEftOl^Tl^^ 


5 


C*5 


17.1 


X9-TCBQ3QOTI^ 


10 
1 1 


c-10*9 
c-11*9 


19.5 
19,2 



TABLEAU 5 



5'- oligonucleotide - 3' 


PEPTIDE 


NOM 
ABREGE 


TEMPS DE 
RETENTION 
CLHP (minutes) 


RATIO 


TQCATITAGAGGC 


G28K 


b-G28K 


25.7 


1.0 


QCaiTIfiGRQOC 


G28K 


3-G28K 


24.8 


1.0 


TQCATTEfiGRGOC 


K20R 


b-K20R 


36.1 


1.1 




K20R 


C-K20R 


39.3 


0.9 
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danslequ IXcaracteris le ligand selon la nom nclature utilisee precedemment, le symbol •n.nrepresentant 
le nombre 2, 3 ou 9, sign if ie que le ligand peut s'additionner n fois sur lui-meme. 

Lesymb le - dans la colon ne X du tableau 4 signifie qu I'oligonucleotid est synthetase sans ligand. 

L symbols # signifie que les conditions chromatographiques sont celles decrites pour I'exemple 4. 
5 Dans le tableau 5, 1'oligonudeotide est quantifie en picomoles par U.V. en mesurant I'absorbance a 260 

nm, selon le protocols Applied Biosystems. Le peptide est quantif ie en picomoles par analyse d'acides amines 
selon ta methode decrite dans I'exemple 3. Le ratio oligo/peptide est le rapport de ces deux valeurs. 

Exemple 7 : detection d'un fragment d'acide nudeique par la technique dite "sandwich". 

10 

Dans une plaque de microtitration en polystyrene (Nunc 439454), sont deposes 100 uJ d'une solution d'un 
oligonucleotide de capture modrfie ou non par un ligand a une concentration de 0,15 nM dans du PBS 3X (0,45 
M NaCI; 0,15 M phosphate de sodium,; pH 7,0). La plaque est incubee deux heures a environ 37°C puis Iav6e 
3 fois par 300 u.l de PBS Tween (0,15 M NaCI; 0,05 M phosphate de sodium; pH 7,0; 0,5% Tween 20 (MERCK 
15 822184)). 

50 uJ d'une sequence cible a differentes concentrations dans du tampon PBS saumon (PBS 3X + ADN de 
sperme de saumon 10 mg/ml (Sigma D9156)) sont ajoutes dans les puits, suivis de 50 til d'une solution d'un 
conjugue oligonudeotide-peroxydase a une concentration de 0,1 ng/uJ (15 nM) en oligonucleotides dans un 
tampon PBS - cheval (PBS 3X + 10 % de serum de cheval (BIOMERIEUX 55842)). 

20 La plaque est incubee 1 heure a 37°C et lavee par 3 fois 300 de PBS Tween. 

100 uJ de substrat OPD (ortho-phenylene diamine, Cambridge Medical Biotechnology ref. 456), dans un 
tampon OPD (0,05 M acide citrique; 0,1 M NaH 2 P0 4 ; pH 4,93) de la concentration de 4 mg/ml, auxquels on 
ajoute extemporanement H2O2 d 30 volumes au 1/1000, sont ajoutes par puits. Apres 20 minutes de reaction, 
I'activite enzymatique est bloquee par 100 uJ d'H 2 S0 4 1N. La lecture est effectuee sur un lecteur AXIA Micro 

25 Reader (BIOMERIEUX) & 492 nm. 

Exemple 8 : 

Conformement au protocole general decrit dans I'exemple 7, on a effectue la detection d'un fragment d'act- 
30 de nudeique cible determine par la sequence 

5' -AAGGTCAACCGGAATTTCATTTTGGGGCTCTAAATGCAATACAATGTCTTG 
CAATGTTGCCTTA-3 ' , 

35 

respectivement a une concentration de 1CH M et de 10- 10 M en utilisant un oligonucleotide de capture de se- 
quence 5'-TGCATTTAGAGCC-3' modifie ou non par un ligand et un oligonucleotide de detection conjugue a 
la peroxydase de sequence 5'-TAAGGCAACATTGCAAGATA-3'. 

Les resultats sont presenter aux figures 1 et 2 dans lesquelles les oligonucleotides de capture sont notes 
40 selon les regies def inies precedemment dans les tableaux 4 et 5. , 

L'effet de ('addition d'un ligand a I'extremite d'un oligonucleotide sur I'eff icacite de la detection peut se 
quantifier par le ratio signal oligonucleotide-ligand/signal oligonucleotide nu. On entend par oligonucleotide nu, 
un oligonucleotide de synthese standard, c'est-a-dire 3' OH, 5' OM et ne possedant pas de ligand sur les bases. 

On a represente dans le tableau ci-dessous le ratio signal oligonucleotide-ligand/signal oligonucleotide nu, 
45 dans lequel X represente un ligand selon la terminologie utilisee precedemment et b represente un oligonu- 
cleotide tel que determine precedemment. 



TABLEAU 6 



X 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


Ratio b-X/b 


2.6 


1.3 


1.5 


1.2 


8.2 


7.8 


6.3 


3.8 


X 


9a 


9b 


10 


11 


12 


13 


G28K 


K20R 


Ratio b-X/b 


0,5 


6.7 


7,1 


9,7 


11.1 


6.8 


>12.6 


> 12,6 



55 

C tableau montre que Taddition d'un ligand sur un oligonucleotide permet d'augmenter de maniere im- 
portant I signal, jusqu'a plus de 10 fois dans certains cas. Tous les ligands n' nt pas le rrTme effet t la 
presence d'une amin primaire est un facteur determinant. Ceci est d'ailleurs conf irme par I s f igur s 1 et 2 
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(donnant les resultats obtenus (donnas en D.O. (densite ptiqu )) avec div rses sondes de capture). 

Comme cela ressort des figures 1 et 2, il n'y a pas d'effet de la concentration en cible. 

Avec les ligands 5, 6, 7, 10 1 13 qui com portent un amine primaire sur un chatne alkyle ramlfie u 
non, le ratio b-X/b est compris ntre 6,3 et 8,2, alors que p ur les ligands 1, 2, 3, 4, 9 qui ne comportent pas 
5 d'amines primaires, ce ratio est compris entre 1,2 et 3,7. 

Dans le cas du ligand 9a, qui amene un groupement phosphate, I'effet est negatif avec un ratio de 0,5. 

Si le ligand amine est porte par une channe aliphatique greffee sur la base d'un nucleotide non comple- 
mentaire de la cible, le m£me effet d'augmentation du signal est visible, ce qui est le cas avec les ligands 11 
et12. 

10 

Exemple 9 : 

On repete le protocols general decrit dans I'exemple 7 uttlisant des ligands simples, des ligands pouvant 
s'additionner sur eux-memes, des ligands peptidiques et un nucleotide thymine (T). ^oligonucleotide de cap- 
is ture b est caracterise par la sequence 5'-TGCATTTAGAGCC-3'. 

Les resultats sont presentes & la figure 3 et dans le tableau 7. 



TABLEAU 7 



20 



X 


1 


1*2 


1*3 


11 


11*9 


T*9 


10 


10*9 


G28K 


K20R 


Ratio b-X/b 


2,6 


3,* 




9,7 


>12,6 


4.4 


7,1 


>12.6 


>12,6 


>12,6 



Comme cela ressort de cette figure et du tableau 7, dans lequel X represente le ligand, le symbole *n si- 
gnif ie le ligand pouvant d'additionner n fois sur lui-mdme, b represente ('oligonucleotide de capture. 

25 La sensibilite de detection est augmentee par I'addition multiple du ligand, quel que soit le type de ligand, 
mais avec un effet tres marque lorsque le ligand est porteurd'une fonction amine. Cet effet de lafonction amine 
est conf irm6 par la comparaison entre ligand 1 ((CHJs-OH) et le ligand 5 ((CH 2 )e-NH 2 ) de I'exemple pr6c6dent. 
En effet, le ligand 1 porteur d'un groupement hydroxyle, mfime additionne 3 fois sur lui-mfime, ne donne un 
gain que de 4,56, alors que le ligand 5 portant un groupement amine primaire produit un gain de 8,20. De mdme 

30 pour le ligand thymine (T) additionne 9 fois sur lui-mdme, le gain de sensibilite n'est que de 4,4 en comparaison 
avec le ligand 11 additionne 9 fois sur Iui-m6me t qui donne un gain de sensibilite de 12,6. Le ligand 11 differe 
du ligand thymine par la presence d'un bras aliphatique comportant une amine primaire sur la base Ten position 
5. 

35 Exemple 10 : 

On utilise le meme protocole general que celui decrit dans I'exemple 7. On utilise une sonde de capture 
courte, referencee a, de sequence 5'-GCATTTAGAGCC-3' et qui est raccourcie d'une base par rapport & la 
sonde b precedemment testee. Les ligands couples £ la sonde de capture sont respectivement les ligands 
40 phosphoramidite 5 et 6 et le ligand peptidique G28K. 

La cible est deposee h une concentration egale a 10~ 10 M. 

Comme cela ressort & la figure 4, la sensibilite de detection est augmentee en presence d'un ligand porteur 
d'une fonction amine primaire, par rapport d un oligonucleotide nu. Par ailleurs, on constate que la sensibilite 
de detection est fortement augmentee en presence d'un ligand peptidique en comparaison avec un ligand phos- 
45 phoramidite 5 et 6. Les resultats sont conf irmes dans le tableau 8 ci-dessous, dans lequel X represente le li- 
gand, a ('oligonucleotide. 



TABLE AO 8 



X 


5 


6 


G28K 


Ratio a-X/a 


3,2 


3,7 


8,9 



On utilise un protocol de detection id ntiqu dc I ui decrit dans I'exempl 7. ^oligonucleotide de capture 
55 est I'oligonucleotid c d sequence 5'-TCTACGCATTTCACCGCTACAC-3' modifie S I'extremit6 5' par un li- 
gand et qui est depose d un concentration de 0,30 uM. La cible est composee d 5.1 0 9 Moles d'un melang 
d'ARN 16S et 23S E. Coli (commercialise par la societe BOEHRINGER sous la reference 206938) dans 50 uJ 
d'un tampon PBS saumon. La sonde de detection couplee a la peroxydase a pour sequence 5'- 
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TCTAATCCTGTTTGCTCCC-3'. 

Comm montre A la figure 5, la sensibility de detection est augments par la presence d'un ligand et ceci 
d'autant plus qu' n utilis un ligand coup!6 plusieurs fois sur lui mfime. 

Les r6sultats sont conf irmes dans I tableau 9 ci-dessous, dans lequ IX represent I ligand tcl'oligo- 
5 nucleotide de capture. 



Tft.RT.RAU 9 



I x I 


1 


1*3 


5 


1 10*9 I 11*9 


K20R I 


I Ratio c-X/c | 


1.5 


1,8 


5,7 


| B.2 I 9.1 


9.6 | 



On constate par ailleurs qu'avec une sonde de capture de 22 bases, les ligands 10 et 11 additionnes 9 
fois sur eux-m6mes et le ligand peptidique K20R ont sensiblement le meme effet. 

15 

Exemple 12 : 

On utilise le m&me protocole que celui d6critdans Pexemple 7. On fait varierla nature du tampon de dilution 

de l'oligonucl£otide de capture modif ie Pardes ligands chimiques. ^oligonucleotide de capture est I'oligo b tel 
20 que decrit precedemment, mis en solution a 0,15 uM respectivement dans des tampons A*, B«, C*. D*. La 

cible S d6crite dans rexemple 8 est depos6e a une concentration de 10- 10 M. 

A* = 150 mM phosphate de sodium pH 7,0 ; 450 mM NaCI 

B* = 150 mM phosphate de sodium pH 4,2 ; 450 mM NaCI 

O = 150 mM phosphate de sodium pH 8,5 ; 450 mM NaCI 
25 D* = 150 mM Tris pH 7,0 ; 450 mM NaCI. 

Comme cela ressort de la figure 6, quel que soit le tampon, I'effet du ligand sur la sensibility de detection 

est conserve. Cet effet diminue a pH acide avec le tampon B*. 

Exemple 13 : 

30 

On va montrer maintenant I'effet du ligand sur la sp6clf iclte. On utilise un protocole sandwich identique a 
celui decrit dans rexemple 7 et 2 fragments d'ADN a une concentration de 10~ 10 M comme cible. La sequence 
S ci-dessous est parfaitement homologue de I'oligonucteotide de capture b modrf i6 ou non par des ligands . 

La sequence SGT d6crite ci-dessous contient un mesappariement de type GT au milieu de la region 
35 complementaire de la sonde de capture. 

3 ' -ATTCCGTTGTAACGTTCTGTAACATAACGTAAATCTCGGGGTTTTACTTTAAGGCCA 
40 ACTGGAA-5 1 

Sfotuence SGI = 

3 1 -ATTCCGTTGTAACGTTCTGTAACATAACGTAAfiTCTCGGGGTTTTACTTTAAGGCCA 
45 ACTGAA-5 ' 

Le gain en signal amene par la presence d'un ligand ne doit pas diminuer la specif iclte de la detection. Le 
ratio signal S/signal SGT peut done servir de reference pour mesurer les performances du systeme. 

Les resultats sont pr6sentes a la figure 7 et dans le tableau 10 ci-dessous, dans lequel b represents I'oli- 
50 gonucteotide de capture et X le ligand. 



TAWT.RAIT 10 



b-X 


b 


b-l 


b-2 


b-3 


b-4 


b-5 


b-6 


b-7 


CIBLE/CIBLE MUTEE 


7.1 


7.8 


9,1 


8.2 


8.2 


9.5 


9.9 


15.3 


b-X 


b-8 


b-9b 


10 


1 1 


12 


13 


G28K 


K20R 


~ dBLE/OSLE MUTEE 


S.8 






7.9 


7.9 


8.6 


>4.7 


>.3.2 



17 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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On constate que te gain en signal amene par le ligand ne diminue en ri n la specrficite d la detection. 
Dans I casd I'utilisation des ligands peptidiquea, on note une diminution de gain en signal, ncomparaison 
d celui obtenu avec des ligands phosphoramidites et ceci est dO a una saturation du detect ur. En realite, la 
specrficite de la detection n' st pas alteree par rutilisation du ligand peptidique. 

Exemple 14 : 

On realise la detection d'un fragment d'acide nucleique sur un automate VIDAS (marque enregistree - 
commercialise par la societe BIOMERIEUX SA - VITEK). La detection est ef fectuee a ('aide d'un support coni- 
que SPR (commercialise par la societe VITEK (USA),marque de commerce) realise a partir d'un materiau ven- 
du sous la denomination K resin e(qui est un copolymere butadiene-styrene) et d'une barrette. La reaction d'hy- 
bridation sandwich decrite dans le protocole ci-dessous se produit sur la paroi interne du c6ne. 

Sur la surface interne du cdne SPR, sont fixes passivement des oligonucleotides modifies ou non par un 
ligand a une concentration de 0,15 uM dans un volume de 315 uJ d'une solution de PBS 4X (phosphate de 
sodium 200 mM pH 7,0, NaCI 600 mM). Apres une nurt a temperature ambiante ou deux heures a 37°C, fes 
cdnes sont laves 2fois par une solution de PBS Tween, puis seches sous vide. La barrette contient I'ensemble 
des reactifs necessaires a la detection, c'est-a-dire : 

200 ul d'une solution a 15 nM d'un oligonucleotide de sequence 5'-TAAGGCAACATTGCAAGATA-3' 
couple a I'extremite 5' a la phosphatase alcaline, 3 fols 600 uJ de solution de lavage PBS Tween et une cuvette 
de substrat 

Dans le premier puits de la barrette, est depose 200 uJ de la cible a une concentration de 10~° M dans le 
meme tampon que pour I'exemple 7. 

Apres incubation 30 minutes du cdne par le melange cible plus sonde de detection, le cdne est lave 3 fois 
par une solution de PBS Tween. 250 uJ de substrat MUP (methyl-4 umbelliferyl phosphate) en solution dans 
un tampon diethanolamine sont aspires dans le cdne, puis relaches dans une cuvette de lecture. L'appareil 
mesure le signal fluorescent exprime en RFU (unites relatives de fluorescence) de la cuvette. 

Les resultats sont represented a la figure 8 et dans le tableau 11 ci-dessous dans lequel X represente le 
ligand, *n signrfie addition n fois du ligand sur lui-meme, b represente ('oligonucleotide de capture tel que re- 
presente precedemment. 

TABLEAU 11 



X 


1 


1*2 


P3 


3 


5 


6 


8 


G28K 


K20R 


Ratio b-X/b 


2,3 


2,8 


4,8 


2,7 


20.4 


26,9 


21,6 


>43 


>43 



Les resultats confirment I'effet du ligand dans ('amelioration de la sensibilite de detection et le rdle pre- 
ponderant des ligands portant au moins un groupement fonctionnel amine primaire. 

EXEMPLE 15 

On effectue la detection d'une sequence d'acide nucleique selon le protocole sandwich tel que decrit dans 
I'exemple 7 en utilisant des plaques de polystyrene irradiees ou non irradiees commercial isees par la societe 
NUNC respectivement sous les references 439454 et 269620. 

Le fragment d'acide cible est un fragment d'ADN du papillomavirus de type 16 (region E7) utilise a une 
concentration de 10r 10 M. 

La sequence de I'oligonudeotide de capture utilise, reference d, est : 5'-GACAACTGATCTCTAC-3' . 

La sequence de I'oligonudeotide de detection, couple a Textremite 5' a la phosphatase alcaline, est : 
5'-CCGGACAGAGCCCATTAC-3' 

Les resultats sont presentes dans les tableaux ci dessous 12 et 13. 
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TABLEAU 12 



5 



OLIGO -LIGAND 


PLAQUE 


HON IRRADIEE 


PLAQUE IRRADIEE 


d 




100 D.O. 


0,230 D.O. 


d-5 


0, 


180 D.O. 


0,490 D.O. 



10 



TABLEAU 13 



OLIGO-LIGAND RAPPORT SIGNAL IRRADIEE/NON IRRADIEE 



d 2,3 
d-5 2,7 



20 

Les resultats ci-dessus conf irment le r6le preponderant du ligand dans la sensibility de detection. Par ail- 
leurs, on constate une amelioration de la sensibility de detection lorsqu'on utilise des plaques de microtitration 
irradiees. 

25 

EXEMPLE 16 

On effectue la detection d'une sequence d'acide nucleique selon le protocols sandwich sur I'automate VI- 
DAS selon le protocole decrit dans I'exemple 14 en utilisant des cdnes de K resine respectivement irradies ou 
30 non irradies. Ces cdnes sont commercialis6es par la societe VITEK SYSTEM. 

L'ADN, les oligonucleotides de capture et de detection utilises sont identiques a ceux decrits dans I'exem- 
ple 15. Le ligand utilise est celui reference pr6c6demment dans I'exemple 5. 

Les resultats sont presented dans le tableau 14 ci-dessous. 



35 



40 



TABLEAU 14. 


OLIGO -LIGAND 


SPR NON IRRADIE 


SPR IRRADIE 


d 


84 RFU 


540 RFU 


d-5 


1302 RFU 


3917 RFU 



45 Les rapports de detection SPR activ6/SPR non active sont de : 



50 



OLIGO-LIGAND 


RAPPORT active /non active 


d 


6,43 


d-5 


» 3,00 



55 Les resultats ci-dessus conf irment encore I'effet du ligand sur la sensibility de detection. Par ailleurs, on 
constate une diminuti n du gain du signal lorsqu'on utilise des cdnes irradies, mais ceci est dO a une saturation 
du detecteur. L rapport est done nettement superieur a 3,00 (»3,00). 
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EXEMPLE 17 

On m t ci-apres en Evidence la stability des cfines utilises a differentes temperatures. 

En ffet, dans le cas d'utilisation d cfines pour Tautomate VIDAS, comm composants d latrouss d 
5 detection de fragments d'acides nucleiques, ceux ci doivent etre vendus prfits a I'emploi, c'est a dire avec r oli- 
gonucleotide de capture immobilise. Un facteur determinant de leur utilisation est leur stability dans le temps. 
Des experiences de stability ont ete effectuees a trois temperatures differentes, respectivement 4°, 20°C et 
37°C. Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 15 ci-dessous apres 42 jours pour chaque tempe- 
rature : 

10 

TABLEAU 15 



15 



TEMPERATURE 


RAPPORT SIGNAL jour 42/ jour 1 


4° 


100 % 


20° 


98 % 


37° 


86 % 



20 

Les resultats ci-dessus montrent I'excellente stability des cdnes utilises apres 42 jours de conservation 
dans un refrigerateur a une temperature de 4°C. Par ailleurs, une augmentation de ta temperature n'affecte 
que tres peu la stability des produits. 

Comme cela ressort de tous les exemples precedemment decrits, ('addition d'un ligand a un fragment d'aci- 

25 de nucleique augmente dans tous les cas la sensibility de detection. Cat effet est encore accru lorsqu'on utilise 
un ligand portant au moins un groupementfonctionnel polaire tel qu'un groupement amine. Par ailleurs, la fixa- 
tion du ligand sur le support solide est tres facile puisqu'elle se fait directement par adsorption passive. L'hy- 
pothese emise pour expliquer I'adsorption passive directs du ligand sur le support est la combinaison d'inte- 
ractions hydrophobes entre la partie hydrophobe du ligand et le support et d'interactions polaires entre les grou- 

30 pements polaires du ligand et des groupements polaires du support, ces derniers pouvant etre apportes lors 
du processus de polymerisation du support ou par une irradiation du support apres polymerisation. 



Revendications 

35 

1. Procede d' immobilisation par fixation passive, sur un support solide, d'un fragment d'acide nucleique 
comportant moins de 1 00 nucleotides, dans lequel on depose sur ledit support ledit fragment sous la forme 
d'un derive resultant du couplage covalent dudit fragment avec un ligand ayant une masse moleculaire 
inferieure a 5 000 et comprenant au moins un groupementfonctionnel polaire, ledit derive n'etant pas sus- 

40 ceptible de reagir sur ledit support avec formation d'une liaison covalente dans les conditions dudit depot, 

etant en tend u que lorsque ledit ligand est un nucleotide ou oligonucleotide, il comprend au moins un nu- 
cleotide modif ie de fagon a introduire ledit groupement fonctionnel polaire. 

2. Procede selon la revindication 1 , caractertse par le fait que ledit groupement fonctionnel est choisi parmi 
45 les groupements amine, hydrazino, imino, azido, thiophosphate, hydrazono, sulfamoyle, thiocarboxy, ami- 
de eventuellement substitue, triazano, triazeno, amido, semicarbazono, carbamoyle, cyano, carboxyle, 
hydroxy, alkylthio et arylthio. 

3. Procede selon la revendication 2, caracteris6 par le fait que ledit groupement fonctionnel polaire est choisi 
50 parmi les groupements amine, hydroxy, amido, carbamoyl, alkylthio, arylthio et thiophosphate. 

4. Proced6 sefon la revendication 3, caracterise par le fait que ledit groupement amine est choisi parmi les 
groupements amino, amidino, guanidino, triazinyle, indolyte et imidazolyie. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que ledit ligand 
55 comprend au moins un groupement hydrophob . 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise par le fait que ledit groupement hydrophobe est choisi parmi 
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les groupements hydrocarbon6s 6ventuellement insatures ayant 2 a 30 atomes de carbone. 

7. Proc6de selon la revendication 6, caracterise par le fait que ledit groupement hydrocarbon^ est choisi par- 
mi les group merits alkyle, alkylen , alc6nyle, alc6nyien6, les groupements aryles et aryienes, et les grou- 

5 pements alkyle, alkyl6ne, alc6nyle ou alc6nyien6 eventuellement interrompus ou substitu6s par au moins 

un groupement arytene ou aryle. 

8. Proc6d6 selon Tune queloonque des revendications 5 a 7, caract6ris6 par le fait que ledit ou lesdits grou- 
pements) hydrophobe(s) est ou sont substitu6(s) par ledit ou lesdits groupement(s) fonctionnel(s) polai- 

to re < s >- 

9. Precede selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6 par le fait que ledit ligand 
est lid a un nucleotide terminal dudit fragment 

10. Proc6d6 selon la revendication 9, caract6ris6 par le fait que ledit ligand est lie a I'extr6mit6 3' ou 5' dudit 
15 fragment. 

11. Proc6d6 selon la revendication 9, caracterise par le fait que ledit ligand est lie a la base dudit nucleotide 
terminal. 

20 12. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que ledit ligand 
comprend un groupement choisi par mi : 
- les groupements de formule (I) : 
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30 



o 



-po-z-o-p 



DZ 



(i) 
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dans laquelle n est z6ro ou un nombre entier de 1 a 30, les groupements Z sont choisis parmi les grou- 
pements alkylfcne et alc6nyl6ne ayant 2 a 30 atomes de carbone, Z' est un groupement alkyle ou al- 
c6nyte ayant 2 a 30 atomes de carbone, X et X' represented independamment -0~M + , -S~M + ou un grou- 
pement alkyle, alcoxy, aryloxy, aminoalkyle ou aminoalcoxy, M + etant un cation alcalin ou NH 4 + , etant 
entendu que Tun au moins des groupements Z et/ou Z' est substitue par un groupement fonctionnel 
polaire ou par un groupement portant un groupement fonctionnel polaire ; 
- les groupements de formule (II) : 




so dans laquelle n, Z et Z' sont def inis comme pr6c6demment, 

- et les groupements de formule (III) : 

-L (III) 

dans laquelle Lest un reste peptidyle comprenant au moins un motif derive d'un acide amine comportant 
un chaTne lateral substitue par un groupement foncti nn lp laire. 

55 

13. Precede selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond a la formule (I), n etant 
zero ou un nombre entier de 1 a 10, Z est un alkyiene ayant de 2 a 12 atomes de carbone, et Z' est un 
alkyle ayant d 2 a 12 atomes d carbone, Tun au moins des groupements Z tZ' etant substitue par au 
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moins un groupement amine, hydroxy ou hydrazine 

14. Procede seton ia revendication 13, caracterise par le fait que n = O et X represente 0"l\ZT. 

15. Procede selon la revendication 13, caracterise par le fait que ledit ligand repond a la formula (II), avec n 
= O, et 2' represente un groupement alkyle ayant 3 a 12 atomes de carbone, substitue par au moins un 
groupement amine. 

1 6. Procede selon la revendication 1 5, caracterise par le fait que led it g roupement alkyle est en outre substitue 
par au moins un groupement hydroxy. 

17. Procede selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond a la formute (II), avec n 
= 1 , et Z represente un alkylene ou alcenylene ayant au moins 2 atomes de carbone et 2' represente un 
groupement alkyle substitue par au moins un groupement amine. 

15 18. Procede selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond a la formute (II), avec n 
= 0. 

19. Procede selon la revendication 12, caracterise par le fait que ledit ligand repond a la formula (III), et que 
ledit acide amine comportant une chaTne laterals substituee est choisi parmi la lysine, I'arginine, I'ornithi- 

20 ne, la glutamine, I'aspargine, la serine, la threonine, la tyrosine, I'histidine et le tryptophane. 

20. Procede selon la revendication 12, caracterise par le fait que -L est choisi parmi : 

- (KGS) m -KGG,m etant un nombre entier pouvant varier de 1 a 15 

- Kl EP LG VAPTKAKRRWQREKR 

25 

21. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que ledit support 
solide est realise en un materiau choisi parmi des polysaccharides comme la cellulose et les derives de 
cellulose tels que I'acetate de cellulose et la nitrocellulose, des polymeres vinyl iques tels que le polychlo- 
rure de vinyle, le polyethylene, le polystyrene, les derives polyacryliques et les polyamides ainsi que des 

30 copolymeres correspondents. 

22. Procede selon la revendication precedents, caracterise par le fait que ledit copolymers est un copolymers 
chlorure de vinyle/acetate de vinyle, chlorure de vinyle/propytene, ou un copolymere de styrene tel qu'un 
copolymere butadiene-styrene. 

r 

35 23. Procede selon la revendication precedents, caracterise par le fait que ledit copolymere styrene contient 
de 10 a 90 % de poids en motifs styrene. 

24. Procede selon I'une quelconque des revendications 21 a 23, caracterise par le fait que ledit support est 
un support modifie par irradiation. 

40 

25. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait que ledit fragment 
immobilise contient moins de 50 et en particulier moins de 30 nucleotides. 

26. Support sur lequel est immobilisee par fixation passive une sequence nucleotidique, caracterise par le 
45 fait que ledit support peut etre obtenu selon le procede de I'une quelconque des revendications prece- 
dentes. 

27. Utilisation d'un support selon la revendication precedente, dans un procede de detection ou de purifica- 
tion, selon les techniques connues, d'une cible nucleotidique contenant une sequence complementaire 
de celle dudit fragment immobilise. 



50 



28. Utilisation selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ledit fragment immobilise est em- 
ploye comme sonde de capture. 



55 
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FIGURE 3 
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